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[摘 　要 ]　目的 :探讨抗死亡受体 DR4、DR5单克隆抗体 (mAb) FMU114、FMU115对 3株神经胶质瘤细胞株 U343 (敏感
株 )、U138 (部分敏感株 )、U373 (耐受株 )的杀伤作用及机制。方法 :采用流式细胞术、RT2PCR、免疫细胞化学法、MTT比色法、
电泳、DNA倍体分析和 W estern blot等方法。结果 : DR5在 U343高表达 ; DR4在 U373低表达 , U343对 FMU115敏感并呈剂量
依赖性、对 FMU114部分敏感 ; U138对 FMU115部分敏感 , 对 FMU114耐受 ; U373对两种抗体耐受。结论 : FMU114、FMU115
能不同程度地诱导三株细胞凋亡 , 其机制与 DR4、DR5、细胞色素 C和 FL IP的表达有关。
[关键词 ]　肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 ;死亡受体 ;凋亡
An ti2human D R5 /D R4 m onoclona l an tibody induce glioma cell lines apoptosis
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[ Abstract] 　O bjective: To study the cytotoxic effects on three glioma cell lines U343, U138, U373 induced by anti2human
DR5 /DR4 monoclonal antibodies( FMU115 /FMU114) and the underlying mechanism. M ethods: Exp ression of DR4 /DR5 was quantita2
ted by flow cytometry and DR /4DR5 mRNA detected by RT2PCR. Cytotoxicity exerted by FMU114 /FMU115 on three cell lines was
measured byMTT colorimetry and the induced apop tosis was determ ined by agarose gel electrophoresis, DNA p loidy analysis was stud2
ied by flow cytometry. Results: The exp ression of DR5 on U343 cells was higher and the exp ression of DR4 on U373 cells was lower.
Cell line U343 was sensitive to FMU115 and in a dose dependentmanner, but itwas partially sensitive to FMU114; Cell line U138 was
partially sensitive to FMU115 and resistant to FMU114; Cell line U373 was insensitive to two antibodies. Conclusion:Apop tosis in2
duced by monoclonal antibodie FMU114 /FMU115 vary among three cell lines. The underlying mechanism may be relevant to DR4 /
DR5 exp ression, the release of cytochrome C and FL IP.
[ Key words] 　TRA IL; Death recep tor; Apop tosis
　　TNF相关的凋亡诱导配体 ( TNF related apop to2
sis inducing ligand, TRA IL)通过与死亡受体 TRA IL2
R1 (DR4)、TRA IL2R2 (DR5)结合并诱导 DR4 /DR5
形成同源或异源二聚体 ,通过其死亡结构域向细胞
内传递死亡信号并引发下游级联反应而导致细胞凋
亡 [ 1 ]。以死亡受体为靶点的肿瘤生物治疗是目前
该领域的热点。 Ichikawa 等 [ 2 ] 制备了 Anti2DR5
mAb. TRA28,并发现 TRA28对正常肝细胞没有凋亡
作用 ,而原发性及转移性肝细胞癌对 TRA28敏感。
Takeda等 [ 3 ]通过体内实验证实 Anti2DR5 mAb对
TRA IL敏感肿瘤细胞具有明显的抗瘤效应而没有系
统毒性 ,并且应用 Anti2DR5可大大抑制实验及自发
肿瘤转移。此前我们曾报道 Anti2DR5 mAb FMU115
①吉林大学基础医学院免疫教研室 ,长春 130021
作者简介 :庄国洪 (1969年 - ) ,女 ,博士 ,主要从事肿瘤生物治疗研
究 ;
通讯作者及指导教师 :朱　迅 (1958年 - ) ,男 ,教授 ,博士生导师 ,主
要从事肿瘤疫苗和基因工程抗体研究 , E2
mail: zhuxzxun@ sohu. com。
可以诱导神经胶质瘤细胞 U343 凋亡 [ 4 ] ,现拟对
FMU115及 Anti2DR4 mAb FMU114作用于 3株神经




胞 DR4 /DR5表达的检测 ,明确不同细胞对 FMU115、
FMU114敏感性与其受体表达关系 ,通过检测细胞
色素 C、FL IP的表达 ,研究其与细胞对抗体敏感性
的相关性 ,为临床肿瘤的治疗提供理论依据。
1　材料与方法
111　材料来源 [ 4 ] 　实验所用 FMU115、FMU114由
第四军医大学金伯泉教授提供。所用胶质瘤细胞株
U343、U138、U373由加拿大阿尔博塔大学郝春海博
士提供。Actinomycin D、Doxorubicin、52Fu为 Am res2
co产品 , F ITC2羊抗鼠 IgG购自 Promega公司。
112　方法
11211　FCM分析死亡受体蛋白的表达 　胰酶消化
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细胞 ,调细胞浓度为 1 ×107 m l- 1 ,离心洗涤 3分钟
后 , 弃去上清 ,加入抗 DR4、DR5 mAb FMU114及
FMU115在冰上反应 30 分钟 ,洗涤 3 次 ,然后加
F ITC2羊抗鼠 IgG(1∶100稀释 ) ,洗 3次后 ,用 Coulter
Ep ics XL型 (美国产 )流式细胞仪检测 ,每个标本计
数 10 000个细胞。每组样品均设非特异性对照组。
11212　RT2PCR分析死亡受体 mRNA的表达 　参
照文献 [ 4 ]。
11213　免疫细胞化学法检测死亡受体在细胞的分
布 　参照文献 [ 4 ]。
11214　MTT法检测抗 DR4、DR5 mAb FMU114及
FMU115对 U343、U138、U373细胞增殖的抑制作用
　细胞处理同前 ,按 2010、1010、510、215、1125及
01625 mg/L加入 FMU114及 FMU115,培养 4小时。
加入 20μl MTT (715 g/L )继续培养 4小时 ,加 100
μl异丙醇 ,于波长 570 nm测定吸光度 (A )值 ,并计
算抑制率。实验重复 3次 ,取其平均值。





胞 ,调细胞浓度为 5 ×104 m l- 1 ,然后参照文献 [ 4 ]进
行琼脂糖凝胶电泳。
11216　FCM进行 DNA倍体分析 　细胞处理同前 ,
收集细胞 ,调细胞浓度为 2 ×104 m l- 1 ,参照文献 [ 4 ]
进行分析。
11217　W estern blot检测细胞内细胞色素 C、FL IP
的蛋白表达 　收集细胞提取蛋白 ,然后进行 SDS2
PAGE分离蛋白质。把分离的蛋白质转移到硝酸纤
维素膜。Ag2Ab反应 :加入一抗 ,反应 1小时 ,洗涤
液洗涤 3次 ;加入 HRP标记的二抗 ,反应 1小时 ,洗
涤。DAB显色。







见表 1)。结果提示 DR4 /DR5在三株胶质瘤细胞的
表达存在差异 ( P < 0101 ) , DR5在 U343高表达 ;
DR4在 U373低表达。
21112　mRNA水平表达 　通过 RT2PCR检测 DR4
mRNA、DR5 mRNA在 3株细胞的表达情况。结果
提示两种死亡受体在 3株细胞的表达情况不同 ,其
中 DR5 mRNA 在 3株细胞均有表达 ,电泳显示于
502 bp处出现亮带 ; DR4 mRNA在 U343、U138有表
达 ,于 506 bp处有亮带 ,而 U373未见明显条带出
现。RT2PCR检测结果与蛋白质水平的检测结果基
本相符 ,即 DR5在 3株细胞均有表达 ,其表达量高
于 DR4 (图 1)。
21113　死亡受体在细胞内的分布 　DR4 /DR5除在
3株细胞膜上有表达 ,通过免疫细胞化学法 ,经共聚




胞质中 ,靠近细胞核的位置 , DR4分布在细胞核的
周围 ,这与文献 [ 5 ]报道相符 (图 2)。
212　FMU114、FMU115对胶质瘤细胞株杀伤的研究
21211　FMU114、FMU115对细胞生长的影响 　经
MTT法、FACS 分析发现 , 胶质瘤细胞株 U343、
U138、U373对 FMU115 /FMU114敏感性不同 ,组间
差异显著。U343对 FMU115敏感 ,表现为细胞死亡
率与抗体浓度升高成比例 ; U343对 FMU114部分敏
感。U138对 FMU115相对敏感 , U138对 FMU114耐
受 ,表现为细胞死亡率与抗体浓度升高不成比例。胶
质瘤细胞株 U373对 FMU114、FMU115耐受 (表 2)。
表 1　胶质瘤细胞 D R5 /D R4的蛋白质表达
Tab11　Expression of D R5 and D R4 on glioma cells
Cell lines





图 1　RT2PCR检测 D R5 /D R4 m RNA的表达
F ig11　m RNA expression of D R5 /D R4 wa s m ea sured by
RT2PCR
Note: DR5 located in 502 bp; DR4 located in 506 bp. 11Marker 10021
200 bp; 21U343DR5; 31U138DR5; 41U373DR5; 51U343DR4;
61U138DR4; 71U373DR4.
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图 2　免疫组织化学法观察 D R5 /D R4在胶质瘤细胞的分布
F ig12　D istr ibution of D R5 /D R4 in U343, U138 and U373 is observed by imm unocytochem istry
Note: A, B, C1DR5 distribution of U343, U138 and U373; D, E, F1DR4 distribution of U343, U138 and U373.
图 3　FM U114 /FM U115对 U343、U373和 U138的细胞毒效应
F ig13　Cytotox ic effects of an ti2D R M cAb( FM U114 /FM U115) on U343, U373 and U138
Note: A1U343; B1U373; C1U138. McAb concentration from 1125240μg/m l.
表 2　M TT法、FACS分析 FM U114、FM U115 ( 40μg /m l)
对细胞生长的影响
Tab12　M TT and FCM ana lysis of apoptotic cellD NA m ul2
tiplica tion after 40μg /m l mAb FM U114 /FM U115
Cell
lines
Cell death ( % )
FMU115 FMU114
DNA fragmentation ( % )
FMU115 FMU114
U343 77132 ±4157 35133 ±1186 8211 3416
U138 20175 ±1143 9122 ±0148 2312 8167
U373 8190 ±0126 2133 ±0145 7185 2110
图 4　20μg /m l FM U114 /FM U115在不同时间点的细胞毒
效应
F ig14　Cytotox ic effects of 20μg /m l an ti2D R M cAb in 4, 8,
12 and 24 h to U343, U138 and U373
图 5　FM U115作用 U343细胞后电镜观察细胞形态改变
F ig15　U343 cell wa s observed under tran sm ission electron
m icroscope
Note: A1Normal cell(7 500 ×) ( τ indicates nuclear membrane, → indi2
cates m icrovilli ) ; B1U343 cell was cultured with 40 μg/m l
FMU115 mAb for 4 h (10 000 ×) ( υ indicates nuclear condensa2
tion) .
图 7　W estern blot检测细胞内细胞色素 C和 FL IP的表达
F ig17　Cytochrom e C and FL IP expression wa s ana lyzed
by W estern blot
Note: 11U373; 21U138; 31U343; 41Hela; 51Marker; Upper1Cytochrome
C; Lower1FL IP.
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图 6　凝胶电泳、FACS检测 FM U115 /FM U114作用 4小时后细胞的 D NA片段
F ig16　Cells wa s cultured w ith 40μg /m l FM U115 /FM U114 for 4 h, the D NA fragm en ta tion wa s ana lyzed by agarose gel elec2
trophoresis and FACS
Note: A1DNA ladder; 11U373 + FMU114; 21U373 + FMU115; 31U38 + FMU114; 41U138 + FMU115; 51U343 + FMU114; 61U343 + FMU115; B1DNA
p loidy analysis.
　　FMU114浓度为 40μg/m l时 , U343细胞死亡率
为 35133% ±1186% ;与 215μg /m l FMU114对细胞
杀伤率 5127 ±0163比较 ,差异显著 ( P < 0101)。流
式细胞学分析亦显示组间凋亡率有显著性差异
( P < 0101)。FMU115浓度为 40μg /m l时 ,细胞死
亡率为 77132% ±4157% ;与 215μg /m l FMU115对
细胞杀伤率 7188 ±1103 比较 , 差异显著 ( P <
0101)。流式细胞学分析显示组间凋亡率有显著性
差异 ( P < 0101 )。同剂量的 FMU114、FMU115 及
FMU114与 FMU115联合应用时三组组间差异明显
( P < 0101) ,只有 10μg/m l FMU114、FMU115组间
无差异 ( P > 0105,图 3A )。
同剂量的 FMU114、FMU115单独应用于 U138及
FMU114和 FMU115联合应用 ,在高剂量时三组组间
差异明显 ( P < 0105) ,而 215、1125μg /m l FMU114 /
FMU115组间无差异 ( P > 0105) ; FMU114、FMU115单
独应用时各组间均有差异 (P < 0105,图 3B)。
FMU114、FMU115单独应用于 U373及 FMU114
和 FMU115联合应用组间无差异 ( P > 0105)。流式细
胞术定量分析细胞特异性凋亡率 ,基本不诱导细胞凋




的杀伤力 ,结果显示在 4个时间点 FMU115 /FMU114
对 U343、U138、U373的杀伤力无差别 ( P > 0105) ,也
即此杀伤力不随作用时间的延长而增强 ,但两种抗
体在不同时间点对 3株细胞的杀伤力有显著差异
( P < 0101,图 4)。
213　抗体杀伤胶质瘤细胞的可能机制
21311　FMU115诱导 U343细胞凋亡的形态学改变








外 , DNA电泳时也出现特征性的“梯状 ”带 ,因此判
断细胞是否发生凋亡的重要指标之一是形态学变
化 ,二是 DNA电泳时是否出现 180～220 bp的断裂
带。高剂量 FMU115、FMU114处理 U343组 ,高剂量
FMU115处理 U138组 ,细胞 DNA可见明显的梯状




FACS对上述凋亡细胞进行了定量检测 (图 6B )。
结果表明 , U343、U373、U138 的凋亡率各不相同
(表 2) ,并且上述细胞经 FMU115、FMU114处理后 ,
细胞凋亡数目不随体外培养时间的延长而增多。
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214　影响细胞凋亡的可能因素 　通过 W estern blot
检测细胞内细胞色素 C、FL IP的表达 ,以 Hela细胞
作为阳性对照 ,结果在 15 kD区域可见 Hela细胞的
阳性条带 , U343出现明显条带、U138次之、U373几
乎无条带 ; FL IP的 35 kD区除阳性对照外只有 U373
出现条带 (图 7)。
3　讨论
实验前期已报道 [ 4 ] , FMU115作用 U343细胞 4
小时后 ,细胞形态即有明显改变 ,细胞变圆、漂浮。
通过 MTT法发现 FMU115 30μg /m l对 U343细胞
即有很强的杀伤作用。并且通过琼脂糖凝胶电泳可
见明显的“梯状带 ”, FCM检测可见典型的凋亡峰 ,
这说明 FMU115不需要交联即可以直接诱导 U343
凋亡。
对于敏感株 U343, 同剂量的 FMU115、FMU114








细胞凋亡 , U343对 FMU115敏感 , U138对 FMU115
部分敏感 , U373对 FMU115耐受。U343对 FMU114
部分敏感 , U138对 FMU114不敏感 ; U373对 FMU114
耐受。
FACS检测 3株胶质瘤细胞株死亡受体蛋白水
平的表达 ,发现 DR5 /DR4表达量从高到低的顺序
依次是 TRA IL敏感株 U343、部分敏感株 U138、耐受
株 U373。通过 RT2PCR检测 DR4 /DR5 mRNA水平
的表达符合蛋白表达情况。经实验发现 U343、
U138、U373都有 DR5的表达 , FMU115诱导细胞凋
亡的能力与细胞对 TRA IL的敏感性相对应 ,并且实
验结果显示抗体诱导细胞凋亡的能力与细胞表面
DR4、DR5的表达呈正相关 ,也说明了 DR5、DR4的
表达量不同是 TRA IL 选择性诱导凋亡的关键点。
实验中 DR4的表达较 DR5明显低 ,而其抗体诱导
凋亡的能力也较 DR5抗体低 ,这也说明死亡受体在
TRA IL诱导细胞凋亡中的决定性作用。总之 ,这些
发现说明 DR5是 TRA IL诱导肿瘤细胞凋亡的重要
受体。Ma等 [ 6 ]也证实了 DR5的表达与 TRA IL诱导
凋亡能力具有显著正相关性 ( r = 01997, P <
01001)。Shiraishi等 [ 7 ]报道 Tunicamycin通过上调
DR5的表达提高 TRA IL诱导人前列腺癌细胞 PC23
凋亡能力 ,这种增强作用可以被 DR5 /Fc嵌合蛋白
所阻断。Horinaka等 [ 8 ]通过实验首次揭示了 Luteo2
lin通过 DR5上调机制诱导人恶性肿瘤细胞凋亡 ,
人重组 DR5 /Fc抑制其凋亡作用 ,用 siRNA干扰抑
制 DR5的表达能有效地减少 Luteolin的凋亡作用。
利用 FMU115、FMU114可以检测 DR4、DR5在




实验通过 W estern blot检测 3株细胞中细胞色
素 C的表达时发现 ,正常状态下 U343细胞中细胞
色素 C表达量高与阳性对照相近 ,而 U138较 U343
的表达量低 , U373较 U138还低 ,三株细胞的敏感性
也是这种趋势 ,这说明细胞色素 C的表达与细胞对
TRA IL及 FMU115 /FMU114的敏感性相关。
通过 W estern blot技术检测发现 3 个细胞系
FL IP的表达情况不同 ,耐受株 U373有 FL IP的表
达 ,敏感株 U343、部分敏感株 U138没有 FL IP的表








抗人 DR5 /DR4 McAb可以直接诱导表达 DR5 /
DR4的肿瘤细胞凋亡 ,这一结果可以为肿瘤治疗提
供一些新思路 ,如利用细胞因子、化疗药物、激素、离
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需进一步研究证实。
总之 ,本研究显示了 MS患者中 CD8 + TCM上调 ,
可能反映了在 MS早期被诱导产生的一个持续的慢
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